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Abstract 



The method is for the detection of a biological substance in an electrically conducting 
liquid medium capable of containing it. In a measurement cell (1), the said liquid medium 
(5) is put into contact with a reagent-carrying plate (4) incorporating a specific ligand 
fixed directly onto one face of a thin layer of dielectric material (4a) whose other face is 
fixed onto an electrically conducting support. The C and/or R components of the electric 
impedance of the system consisting of the liquid medium, the insulating layer and the 
support is measured for a given voltage. The said components are compared with those of 
a reference system similar to the above system but without the specific ligand. Any 
reduction in the capacitance or variation in the resistance in comparison with those of the 
reference system indicates the presence of the said biological substance in the liquid 
medium concerned. The invention also includes the measurement cell for carrying out the 
method. 
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@ Proced^ de ddtection et/eu d'indentlfication d'une substance blologlque dans un milieu liqulde & I'aide de mesures 
eetriques, et disposltif destine h la mise en oeuvre de ce procede. 

© Proc6d6 de detection d'une substance biologique dans 
un milieu liquide conducteur de I'^lectricrtd susceptible de le 
contentr, caract^ris^ par le fait que Ton met en contact dans 
une cellule de mesure (1), iedit milieu liquide (5) avec une 
plaque porte-r6actif (4) comportant un ligand sp^cifique fix6 
directement sur une face d'une couche mince en matdriau 
tsolant (4a) dont I'autre face est fix^e sur un support capable 
de conduire T^lectricit^, que Ton mesure les composentes C 
et/ou R de rimpddance diectrique de syst§me milieu liquide/ 
couche isolante/support pour une tension donn^e, et que 
Ton compare lesdhes composantes d celles d'un systdme de 
r6Mrence analogue au pr6c6dent mais exempt de ligand 
sp6cifique, une 6ventuelie diminution de la capacity ou une 
variation de la rdsistanoe, par rapport au systdme de r6f6r- 
ence, signifiant la presence de ladite substance biologique 
dans le milieu liquide 6tudi6; et cuve de mesure destin^e ^ 
mettre en oeuvre ce proc6d6. 




. ProcldS de detection- et/ou d' identif icati n d'une substance 
biologique dans un »ilieu liquide a I'aide de mesuras ilectriquej. 
dxspositif destine & la mise en oeuvre de ce precede. 

La presente Invention a pour objet un procede de detection et/ou 
d'identiflcatlon d'une substance blologlque dans un nilleu liquids a I'alde de 
»esures electrlques, alnsl qu'un disposltif destine a la mise en oeuvre de ce 
proc£d£. 

On salt que la detection de substances biologlques est le plus 
souvent effectuee I I'aide de r^actlfs doues d'afflnlt^ pour ces substances. 
En partlculler, les »lthodes fondles sur la reaction antlgene-antlcorps sont 
blen connues. Gen^ralement ces nethodes n^cessltent des temps d' Incubation 
importarits et la rgv^atlon de la reaction est effectuee a I'alde de marqueurs 
de cout eleve et de manipulation delicate, tels que des marqueurs radloactlfs 
OU enzyxnatlques. 

On a egalement propose de d^tecter la reaction antlggne-antlcorps en 
flxant. les anticorps sur une membrane et en otillsant les variations de 
difference de potential provoqufies par ladlte reaction k I'lnterface 
membrane-solution pour faire varier le champ electrique transversal au 
volslnage d'un transistor k effet de champ. U en resulte une variation de la 
reslstivlte entre drain et source du transistor que I'on pent mettre en 
evidence par une mesure potentlometrlque. Toutefols. de tels systemes se sont 
averes non specif Iques ; voir par exemple J. JANATA et al.. Annals New York 
Academy of Sciences, 286-292 (1984). 

On a malntenant decouvert qu'il est possible de detecter une 
reaction d'afflnlte du type llgand-subscance blologlque par un proced^ simple 
et sensible fonde sur des mesures d'impedance electrique du circuit complexe 
forme par une solution contenant la substance blologlque etudlee, une couche 
mince Isolante sur laquelle est flxee le llgand, et un support conducteur sur 
lequel est fixe I'isolant. 

L'lnventlon a done pour objet un procedg de detection d'une 
substance blologlque dans un milieu liquide conducteur de l'electricit6 
susceptible de la contenir, caracterisfi par le fait que I'on met en contact, 
dans une cellule de mesure, ledlt milieu liquide avec une plaque porte-rfiactif 
comportant un llgand specifique fixe directement sur une face d'une couche 
mince en materiau Isolant dont I'autre face est flxee sur un support capable 
de condulre I'electrlclte, que I'on mesure les composantes C et/ou R de 
1' impedance electrique du systeme milieu liqulde/couche Isolante/support pour 
une tension donnee, et que I'on compare lesdltes composantes k celles d'un 
systeme de reference analogue au precedent mala exempt de llgand specifique, 
une eventuelle diminution de la capaclte ou une variation de la resistance, 
par rapport au systeme de reference, algnlflant la presence de ladite 
substance blologlque dans le milieu liquide etudle. 

GSnSralement, 11 sufflt de mesurer la capacity Electrique du systeme 
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nals dans certains cas la mesure de resistance est plus sensible. 

Le precede de 1' invention s'applique a toute substance biologique 
capable d'etre reconnue par un Ugand douf d'af finite pour ladite substance. 

Pami les couples ligand-substance biologique, on citera par exempie 
les couples anticorps-antigene, haptene-antlcorps, ADN -ADN, ADN -ARN, 
poly dT-ARN^ eucaryote, enzyme-substrat, enzyme-lnhlblteur d' enzyme/ 
lectlne-glycoconjugu6, oarqueur de cellules (ou de nlcroorgantsmes) -cellules 
(ou mlcroorganisme) , HcG-recepteur tissulaire, et T^-TBG (thyroxin binding 
globulin) et, d'une facon generale, les couples recepteur biologlque-ligand 
correspondant (ou agoniste ou antagoniste) . Selon les cas, I'un ou 1' autre 
eldment du couple pourrs etre fixe sur la couche isolante. 

Le Ugand pent egalement Stre un marqueur de cellules ou de 
microorganismes, par exempie un marqueur du typage cellulalre, la substance 
biologique etant alors constituee par les cellules ou microorganismes que I'on 
15 souhalte identifier ou dont on recherche le type. 

Dans la suite de la description, on fera souvent reference, par 
conmodite, au systeme antigene-anticorps . Cette simplification est purement 
conventionnelle et ne doit bien entendu pas etre consideree comme limitative. 

La capadte ou la resistance mesuree sera fonction de I'epaisseur 
20 (fixe) de la couche d'isolant et de I'epaisseur et de la densite (variable) de 
la couche de Ugand et de substance biologique fixes. 

La sensibilite du systeme est bien entendu fonction des dimensions 
relatives de la couche Isolante (epaisseur) et de la substance biologitjue 
etudiee. II est dair en outre que le llgand fixe sur la couche isolante dolt 
svoi* les dimensions les plus faibles possible. 

Au contraire, les substances destinees a etre fixees sur le systeme 
isolant-ligand doivent avoir les dimensions les plus grandes possible, et on 
pent dans certains cas augmenter la sensibilite de la detection a I'aide de 
divers artifices bases sur ce prindpe. Par exempie, lorsque la substance 
30 biologique etudiee comporte plusieur sites d'af finite, on pent aj outer au 
liquide etudie, apres mise en contact dudit llquide avec la plaque 
porte-reactif . un second ligand qui viendra se fixer a son tour sur les sites 
d'affinite encore -libres de ladite substance biologique, si elle est presente, 
en augmentant ainsi I'epaisseur des couches deposees sur I'isolant. Le second 
35 llgand pent etre identique ou non au ligand fixe sur I'is lant. 

On peut encore augmenter la sensibilite en flxant le second ligand 
sur une macromolecule telle qu'une proteine ou sur de petites particules 
Individuelles capables de se maintenir en suspension dans le milieu liquide. 
Ces particules sont par exempie des particules s lldes (latex, polystyrene, 
etc..) u des microglobules tels que des liposomes. * 
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Le liquide conducteur peut etre toute solution tampon compatible 
avec le systeae biologique utilise. Ce milieu liquide peut avoir une 
conductivlte 6quivalente a celle d'une solution aqueuse de chlorure de sodium 
ayant une concentration pouvant aller de 0,015M a 3M. Le pH du milieu liquide 
peut Stre compris entre 2 et 11. Les interactions non specif Iques par echange 
d'lons ou par interactions hydrophobes peuvent Stre conibattues par des tampons 
de force lonlque appropri^e contenant eventuellement des detergents utilises 
dasslqoement a cet effet. ... 

Pour mesurer les ccmposantes R et C du systeme obtenu on met en 
contact une Electrode inattaquable avec le liquide etudie et I'on etabllt un 
tension alternative entre ladlte Electrode et ledit support conducteur. On 
determine la capacity et/ou la resistance du systeme k une tension donnSe 
selon les methodes connues. On compare ensuite avec la grandeur correspondante 
mesuree avec le systeme de reference. 

^ applique en outre une tension de polarisation, de I'ordre de 
quelques volts au maximum, au support conducteur de la plaque porte-reactif , 
par rapport a une electrode de reference, par exemple une electrode au 
calomel. On fait generalement varler la tension de polarisation (positive ou 
negative) et on determine ainsi facilement la' tension de polarisation qui 
permet d'observer les variations optlmales des composantes R ou C. 

Generalement, les tension optlmales de polarisation, pour la 
determination de la composante C, variant de 1,5 a 5 volt, le plus souvent de 
3 a 5 volts. On observe toujcurs une diminution de la capacity. 

Pour la determination de la composante R, les tensions de 
polarisation optlmales sont volsines de la tension nulle, generalement entre 
- 1 volt et + 1 volt. Les variations de la resistance dependent du systeme 
reactlf-antigene utilise. Avec certains systemes, on observe une augmentation 
de la resistance, et une diminution avec d'autres systemes. 

La mesure peut etre realisee, pour la detection des protilnes, par 
fixation directe sur I'anticorps specif Ique lui-meme fixe sur la phase solide, 
avec ou sans amplification. On peut avantageusement utiliser des fragments Fab 
a la place des antlcorps entlers, les fragments Fab etant prepares par exemple 
selon une methode analogue a celle decrite par E. Ishikawa, J. Immunoassays, 
4, 209 (1983). 

35 , Pour mesurer une concentration de petite molecule (haptene) la 

methode par competition peut etre preferable, en particulier en flxant 
1' haptene sur la phase solide par 1 ' intermedlalre d'un agent chlmlque de 
couplage et en mesurant la fixation de I'anticorps specif Ique, d'autant plus 
Importante que I'echantlllon est plus pauvre en molecule a doser. 

40 
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La mSthode inverse avec un antlcorps fixe et un haptene ll£ a une 
molecule ou une partlcule de groeae tallle peut egalement Sere utlllsee. 

Four la recherche ou le typage cellulalre, la methodologle presentee 
est particullerement attractive du fait de la taille importante des cellules 
quis en se fixant, vont entrainer une chute tres forte de la capacite mesure • 

Les domaines d' application recouvrent done notanment 1* ensemble des 
determinations immune logiques sur cellules, proteines ou haptenes. la surface 
active est recuperable pour une nouvelle mesure apres lavage avec un agent 
dissociant du complexe forme, par exemple par lavage acide puis equilibrage. 

Le systeme se prete bien a des determinations multiples sur un seul 
echantillon, que ce soit en recherche d'anticorps, d'antigene ou d' haptene ou 
en t3rpage cellulaire. Toutes ces determinations peuvent etre effectuees 
simultanement en quelques minutes avec tine surface portant autant de 
plaquettes greffees que de determinations souhaitees, une ou plusieurs 
plaquettes temoins fixant le niveau du hrult de fond. 

Le dispositif peut etre plan ou cylindrique avec un volume 
d' echantillon eventuellement trSs limite. 

Un exemple d*un tel dispositif peut etre foumi par un systeme de 
recherche des microorganismes pathogenes dont la presence est eventuellement - 
att endue sur un echantillon resultant d*un prelevement de selles ou d*un 
ecouvillonnage . 

Le systeme de mesure capacitif est par ailleurs utilisable a 
temperature tres elevee, ce qui permet d'optimiser la temperature 
reactionnelle. 

Un exemple tres important d' application est constitue par 
1' hybridation de sondes nucleiques. Du fait de la taille des ALN et ARN, plus 
elevee que celle des prot£ines correspondantes, une chute capacitive 
importante sera mesurSe apres une hybridation entre un oligonucleotide fixe 
sur une plaquette de silice et 1* acide nudeique portant la sequence 
complementaire. 

L* ensemble du systeme de mesure resistant a des temperatures £lev€es 
volsines de SS^C, la totalite du processus de recherche des sequences 
nucleiques spScifiques pourra etre realisee dans la meme cuve. Le chauffage 
est effectue d*abord pour deshybrider ; ensuite la reaction specif ique peut 
etre suivie par abaissement regulier de la temperature. 

Apres elevation de la temperature de la cuve, au-dessus de la 
temperature critique d* hybridation, et lavage a force i nique faible, la cuve 
est utilisable a nouveau pour une determination nouvelle. 
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Comme dans le cas des systemes Ismunologlques » le signal obtenu peut 
etre ampllfle par una deuxleme aonde nudelque utlllsea dans la phase llqulde^ 
seule ou Ilea a una macromolecule ou una partlcule da tallle Importante. 

Le precede de 1* Invention permet d*e££ectuer non seulement des 
5 d£ terminations qualitatlves» mals aussi des determinations quantltatives. Four 
cela« 11 suf£it d*£talonner la cuve de mesure* munie.de plaques porte-r4actif 
normallseesj avec des quantites connues croissantes de la substance biologique 
que l*on veut detecter ou identifier. 

L* Invention a egalement pour objet une plaque porte-reactif destinee 
10 a la mise en oeuvre du precede decrit ci-dessus. 

Cette plaque porte-reactif est caracterlsee par le fait qu'elle 
comporte un support en materlau capable de conduire I'electrlcitc, recouvert 
sur une de ses faces par une couche mince isolante sur laquelle est fixe 
directement un ligand pour une substance biologique. 
15 Dans des modes dfi realisation partlculiers, la plaque porte-rSactif 

peut encore presenter les caracteristiques suivantes : 

- le materlau capable de conduire 1' electricity est un metal et la 
couche isolante est une couche d'oxyde de ce metal ; le mStal est par exemple 
l'alumlnium» le tantale* etc... 

20 - ou bien le support est constitue par un materlau semi^conducteur 

et 11 comporte, sur la face opposee a la face recouverte de la couche 
isolante, une couche metallique destinee a assurer un contact ohmique ; le 
semi-conducteur est par exemple le sillclum et la couche isolante est une 
couche de sllice ; (SiO^) ou de nitrure de silicium (Sl^N^). 

25 * le support a generalement une forme plane ; 11 peut aussi avoir 

par exemple une forme tubulalre ou une forme de coupe hemlspherique ; 

- le ligand est fixe sur la couche Isolante par adsorption, ou bien 
11 est greffe sur la couche isolante par covalence. 

Pour preparer une plaque porte-reactif on peut par exemple l*oxyder 
30 superficiellement en atmosphere d'oxygene a temperature conv enable. 

L*€paisseur de la couche d^oxyde Isolante peut etre facilement rSglee, par 
exemple en faisant verier le temps de reaction pour une temperature 
reactionnelle donnSe. 

De preference on utilise des plaques dont la couche isolante a une 
35 epaisseur inferieure a 0,1 $m. 

Le ligand peut etre fixe par adsorption sur la couche is lante ; n 
connalt par exemple les proprietes adsorbantes de l*alumine ou de la silica 
qui sont largement utllisees en chromatographie. 
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On peut egalement gref fer le ligand par covalence en utilisant un 
reactif de couplage bifonctionnel capable de reagir a la fois avec la couche 
isolante et avec le ligand. L' utilisation de-tels reactif s est bien connue. 

Par example, dans le cas de la silice, on pent gref fer par covalence 
les molecules aminees^ y compris les proteines a I'aide d*un derive de silane 
de formule z 

(Alk Si - X - R 
dans laquelle - Alk represente un allqrle inferieur, 

- X represente un bras hydrocarbon^ tel qu^un alkylfene inferieur 
et - R est un groupement reactif tel qu'un groupcment NH^. 
Ce compost reagit avec la silice pour donner une silice substitute , 
) par exemple du type : 

0 Alk 
I 

Silice - 0-Si-X-R 
0 Alk 

On peut alors facilement fixer une molecule aminee, sur la silice 
ainsi modifiee, a I'aide d'un reactif bifonctionnel qui etablit des liaisons a 
la fois avec le groupement reactif R et avec les groupement KH^ du ligand. Par 
exemple lorsque R represente NH^, on peut utiliser xin dialdehyde. Le 
groupement carbonyle reagit avec le groupement NH^ pour former une imine qui 
peut etre reduite, si desire, en groupement amine correspondent, par exemple a 
l*aide d*un borohydrure. 

Une telle methode de greffage sur la silice est decrite notanment 
par P. J. ROBINSON et coll., Biochimica et Biophysica Acta 242, 659-661 (1971). 

D'autres metbodes de greffage sur silice qui peuvent etre utilis6e 
sont celles decrites notamment par K.K. UEIBEL et coll.. Biotechnology and 
Bioengineering, Vol. XVII, 85-98 (1975) ; Y. HAMAGUCHI et coll., Eur. J. 
Biochem. 71* 459-467 (1976) ; H.H. WEEIALL et coll.. Biotechnology and 
30 Bioengineering, Vol. XVIII, 105-118 (1976) ; et H.D. CROKE et coll.. Journal 
of Chromatography, 129, 91-96 (1976). 

L' invention concerne egalement une cuve de mesure destinee a mettre 
en oeuvre le precede defini ci-dessus. Cette cuve de mesure est principalement 
caracterisee par le fait qu'elle comprend une enceinte comportant un espace 
35 interne pour I'echantillon liquide, un receptacle pour une plaque 

porce-rdactif amoviblc, permettant de mettre en communication la face interne, 
portant la couche isolante munie du ligand, de ladit plaque, avec I'interieur 
de 1* enceinte, et eventuellement un second receptacle pour une plaque de 
reference sans ligand specif ique, des moyens pour assurer l*etancheit£ entre 
40 1* enceinte et lesdites plaques, une electrode susceptible d'etre en contact 
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avec ledit echantlllon llqulde» et des moyens pour assurer des contacts 
electrlques exterieurs pour 1* electrode et pour la face exteme des plaques. 

L' invention va malntenant etre decrite plus en detail en faisant 
reference aux desslns annexes dans lesquels : 

- la figure 1 est un schema fonctlonnel d'un systeme de mesure 
permettant la uilse en oeuvre du procede de 1* Invention et 

- les figures 2 et 3 representent des vues schSmatiques en coupe de 
modes de realisation particuliers de la cuve de mesure ; 

- la figure A represente la variation de capacity en fonctlon du 
temps dans les conditions Indiquees a I'exemple 3 ; 

- et la figure 5 represente les variations de capadtd observdes, en 
fonctlon de la concentration en proteine, avec deux plaques porte-reactif 
preparees de facon Identlque (voir exemple 3). 

Le dispositif complet comprend une cuve de mesure 1, un module 
d' alimentation en tension 2 (potentiostat) reglable commande par un 
calculateur 3. La plaque porte-reactif 4 servant d' electrode de travail est 
par exemple une plaquette de sllicium. Sur la face superleure de cette 
plaquette (figure 1), le trait epalssi Aa represente la couche de silice sur 
laquelle ont ete greffes par exemple des anticorps. L» echantlllon liqulde 5 
present dans la cuve de mesure est en contact avec cette couche de silice 
munie du ligand. Le contact ohmlque de la face Inferleure de la plaquette A 
est realise par une couche d'or non representee, obtenue par evaporation sous 
vide. 

Une electrode 6 (electrode au calomel par exemple) qui sert 
d* electrode de reference, est reliee au potentiostat 2, assurant son 
asservlssement et done une polarisation bien definie de la plaquette de 
siliclum par rapport a 1' echantlllon liqulde, Un tel systeme est necessalre 
dans le cas d*une plaquette en seml-conducteur afln d'lmposer & celul-cl une 
une tension de polarisation sufflsante, superleure au travail de sortie, 
permettant de rendre ce materlau conduct eur. 

Le potentiostat 2 est. egalement rell£ a une contre-4lectrode en 
platine 7 et permet d^appllquer a cet electrode une tension alternative dont 
la frequence pent verier par exemple depuis 1 kHz jusqu'a 1 mSgaherz, Le 
potentiostat est allmente par le generateur 2A. L' analyse du signal fait 
intervenir un modele mathematlque de circuit RC, On pent done eff ectuer a la 
fols une mesure de la ri&slstance et une mesure de capacite pour la meme 
tens! n appliquee. L* analyse du signal retour par le m dule de mesure du 
courant 8 permet de connaltre les comp santes R et C de 1* impedance du systeme 
qui sont transmlses au calculateur 3. Les resultats sont transcrlts par 
l*lmprlfflante 9. 



- 8 - 



0244326 



La tension alternative appliquee (qui se superpose a la tension de 
polarisation eventuellement appliquee a la plaque porte-reactif ) peut avoir 
une amplitude allant de 1 millivolt a quelques volts. Cette tension doit etre 
compatible avec la stablllte du milieu liqulde et des susbstances biologiques 
5 presentes. 

La cuve de me sure de la figure 2 est constitute par exemple d*un 
bloc isolant en polycarbonate dont la partie Inffirieure 10 comporte deux 
logements respectivement pour la plaque porte-reactif 11 et la plaque de 
reference 12. Les dispositifs de fixation des plaques 11 et 12 n'ont pas etS 
10 representes. La partie superleure 13 peut etre thermostatee. 

Entre les parties Inferieure et superleure est menage un espace 
^ creux 1^ pour I'echantillon liqulde, avec un orifice d' entree 15 et un orifice 
de sortie 16. Dans 1' espace interne creux 14 est dlsposee une electrode en 
platlne 17. La face superleure de la plaquette 11, destinee a etre en contact 
15 avec I'echantlllon liqulde a etudler^ est constltuee par une coucbe mince de 
silice sur laquelle est greffe le llgand specifique et la face superleure de 
la plaque de reference 12 est constltuee par une couche mince de silice sans 
llgand specifique. De preference, la plaque de reference porte une couche 
monomoleculaire de meme nature (par exemple une Immunoglobuline non 
specifique) que le llgand de la plaquette 11. Par comparaison des composantes 
R et C obtenues avec les plaquettes 11 et 12, ce dlspositif permet d*effectuer 
une mesure different ielle et d^eliminer ainsi les effets d'une eventuelle 
adsorption non specifique. 

Le dlspositif de la figure 3 represente schematiquement, en 
agr andis semen t, une cellule de mesure mlnlaturisee. 

Dans ce dlspositif, la plaque porte-reactlf 18 avec la couche 
isolante 18a munle de reactlf (llgand specifique) et la plaque de reference 
munie de la couche de silice 19a, eventuellement revetue d'une molecule non 
specifique de meme nature que le llgand specifique, sont disposees en regard 
l*une de 1' autre ; ellcs sont separees par un espace etroit 20, dans lequel 
une fraction 24 de la goutte d'echantillon llquide 25 deposee sur le fond de 
la cuve 26 peut s*inserer et etre retenue par capillarite. Blen entendu, les 
dimensions relatives de 1' espace 20 ont ete agrandies pour la clartt du 
dessin. A I'extremite inferieure, la base de la goutte liqulde est en contact 
avec une electrode en platlne representee par un trait epaissl 21. Ltf face 
externa des plaques 18 et 19 est dans ce cas revetue d'un vemis Isolant 22, 

On . peut ainsi faire des mesures sur des echantlllons de quelques 
itticrolitres. 
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EXEMPLE 1 : Obtentlon d'une plaque porte-reactif 

On utilise des plaquettes de sllicium dopees de type p ayant 6cin de 
diametre et 0,2 mm d'epaisseur, conmiercialisees par la societe CSEM 
(Meufchatel, Suisse). 
5 Par oxydation en atmosphere d'oxygene a 1200*^0 pendant 2Aheures 

d'une des faces de la plaquette, on obtlent une couche de silice ayant une 
epaisseur de 700 Angstroms. 

L* autre face est rendue conductrice par metallisation par 
evaporation d*or sous vide* 
10 Apres hydratation de la couche de silice pendant ASheures en 

atmosphere de vapeur d'eau a lOO'C, on immerge les plaquettes dans une 
solution de 3-aminopropyltriethoxysilane a 2% dans i' acetone pendant 24heures 
a 45*C. , 

On lave les plaquettes a I'acetone et on seche. 
13 On inmerge ensuite les plaquettes dans une solution de 

glutaraldehyde a 1% dans I'eau distillee pendant 1 heurc a 22'C, puis on les 
lave avec un tampon phosphate 0,25M de pH 7,5. 

On laisse incuber dans une solution d' immunoglobulines (2mg/ml) 
prealablement dialysee contre du tampon phosphate a 0,25M. 
20 Apres incubation pendant 12heures a A**C, on lave les plaquettes avec 

un tampon PBS-Tween 20 pendant 1/2 heure a 37**C. Le Tween 20 est une marque 
commerciale pour un detergent non ionlque. 

Les plaquettes sont conservees dans une solution de tampon PBS-Tween 

20. 

25 On a greffe sur les plaquettes, selon cette methode, soit des 

immunoglobulines polydonales ou monoclonales antl-alphafoetoprot6ine, soit ) 
des immunoglobulines polydonales anti-lg£. 

EXEMPLE 2 : Essai avec I'alphaf oetoproteine 

On utilise un dispositlf analogue a celui de la figure 1. 
30 La frequence du signal est de lOkEz avec une amplitude de 5 mV. 

Le liquide etudie consiste en des solutions tampon contenant des 
concentrations croissantes d*antigene (alphaf oetoproteine) . 

Avec des plaquettes de silicium slmplement recouvertes de silice, 
raais non greffees, les tampons salins de type PBS ou glycine, avec ou sans 
35 incubation avec des proteines animales, ne donnent pas de variations 

significatives de la capacite du systeme quelle que soit la cone ntration en 
antigene dans le milieu de mesure et d'incubati n. * 

Par contre, avec une plaquette sur laquelle a ete greffee 
l*anticorpB anti-alphapr teine comme decrit a 1' example 1, on observe une 

40 
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diminution de la capacite. Four une tension de polarisation du sillclum de 
l*ordre de + 1»5 Volt par rapport a 1' electrode au calomel on a mesure les 
capadtes sulvantes : 

—8 

" plaquette de reference : C » 5,71.10 F 

-8 

5 - plaquette porte riactlf avec anticorps greffes : C » 4,40.10 F, 

Un essal avec un tampon ne contenant pas d^antlgene a doune la 

—8 

valeur suivante : C « 4,40.10 F. 

Avec un tampon contenant lOng/ml d*antlgene, on a trouve 
C « 4,35.10"^F. 

10 Avec un tampon contenant 300ng/ml d^antigene, on a trouve 

C = 4,27.10''^F. 

EXEMPLE 3 : Essals de reproduction avec l*alphafoetoproteine. 

On utilise un dlspositlf analogue a celul de la figure 1. 

La plaquette porte un anticorps antl-alphafoetoprotSlne couple par 
15 covalence. Concentration de I'antlgene : 400ng/ml, 

Les conditions de travail sont les memes que pour l*exemple 2. 

Les resultats obtenus en fonctlon du ten^s (fig. 5) montrent que la 
fixation Ag/Ac (polyclonal) s*effectue salon une courbe dnetlque du premier 
ordre Ac « f (t) llnealre pour des temps courts, ce qui permet des mesures 
20 quantltatlves. 

Les memes mesures peuvent etre effectuees successlvement, apres 
lavage aclde, sur la mime plaquette activee. 

Far allleurs, deux plaquettes preparees de facon Identlque d nnent 
des resultats reproductibles (fig. 6) en fonctlon de la concentration de 
J) 25 proteine (mesures effectuees apres 15 minutes d Hncubatlon) • 

Dans ce dernier cas, 1* anticorps etalt un anticorps monoclonal. 

EXEMPLE 4 : Essal avec I'lgE humalne 

On opere de fagon analogue a celle decrlte a I'exemple 2. 

L^antlgene est id I'IgE htimalne testee a dlverses concentrations 

30 (0 ; 0,2 ; 2 ; 20 ; 200ng/ml), 

On utilise des plaquettes sur lesquelles on a gref fe des anticorps 

de chevre antl-IgE humalnes. On a obtenu les resultats sulvants : 

—8 

- tampon sans antigene : C «* 6,04.10 F. 

- tampon contenant 200ng/&l : 

—8 

35 C « 5,88.10 F (apres 5 minutes d' incubation) 

—8 

• C « 5,90.10 F (apres 30 minutes d* incubation) • 

Apres lavage de la plaquette dans un tampon glycine a pH acide pour 

decrocber les anticorps anti-lgE, on re trouve ptatiquement la capacity 

—8 

observee au depart avec le melange tampon : C » 6,05.10 F. 
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Apres une nouvelle incubation de la plaquette ainsi regeneree avec 
I'antigenc, on retrouve le signal caracterlstique des serums posit if e en 
antlgene. 

Sur une plaquette sur laquelle a ete greffee une proteine non 
5 specifique (1' aibumine humaine), on n*observe pas de variations significatives 
du signal apres incubation avec des tampons contenant jusqu'a 200ng/ml 
d^antigenes (anticorps anti-IgE). Lee courbes C ^ f (V) sont pratiquement 
superposees (V etant la tension de polarisation de la plaquette, par rapport a 
1* Electrode au calomel). 
10 Le signal specifique est ampllfiS par l*ajout posterieur d* anticorps 

anti-IgE dans la phase liquide. L* augmentation d*£pai8seur de la couche 
deposie qui en results se traduit par une diminution plus importante de la > 
capacity. 

On a en eff et observe en ef f et les valeurs suivantes : 

—8 

15 - tampon seul : C • 6,97.10 F 

—8 

- tampon a 200ng/ml d'antigene : C « 6,88.10 F 

- tampon a 200ng/ml d*antigene avec ajput posterieur d* anticorps 
anti-IgE : C «= 6,7A.10"^F. 

La tension de polarisation du silicium ^tait de + 3 Volt par rapport 
20 a 1* electrode au calomel. 

Le systeme d* amplification par 1* anticorps ajoute en milieu liquide 
pent etre utilise pour de faibles concentrations d*antigenes (2ng/i&l) avec un 
« ef f et mesurable comme le montre le Tableau 1. 



30 



TABLEAU 1 


Concentration 
«n ant i gene ( IgE) 
en ng/ml 


Variation specifique 
de capacite(anti-lgE} 
X lOll Farad 


Variation non spe- 
cifique (aibumine) 
X 1011 Farad 


a 


0 


0 


2 


88 


20 


200 


125 


1 

47 



35 La sensibilite obtenue sans compensation de la fixation non 

specifique est done de I'ordre de 2ng. Avec une mesure dif ferentielle entre 
une surface portant une protein non specifique telle que de 1' aibumine et une 
surface portant un anticorps specifique » n pent atteindre une sensibilite 
tr&8 8up£rieure et d^tecter des concentrations inferieures a Ing/ml. 



40 



- 12 - 



0244326 



Les resultats precedents ont ete acquis pour un temps d' incubation 
et de mesure (5 a 30 minutes) tres court par rapport aux autres methodes de 
sensibilite comparable. Le signal optimal est generalement obtenu au bout de 
5 minutes d' incubation. Bien eutendu, la Vitesse de reaction est augmentee 
5 avec des anticorps greffes hautement specif iques. 

F.7KMPLE 5 : Essai de mesure de capacity et de resistance . 

On opere de fagon analogue a celle decrite a l^exemple 4 
(antigene : Ig£ humaine). 

Les tampons utilises sont des tampons PBS contenant 0,05Z de 

LO Tveen 20. 

Les mesures de capacite ont ete effectuees pour une tension de 
^ polarisation de la plaque, par rapport a 1* electrode au calomel, de + 4 Volt. 

Les mesures de resistance ont ete effectuee pour une tension de 
polarisation de la plaque « par rapport a 1* electrode au calomel, de 
15 +0,2 Volt. 

La frequence du signal altematlf superpose est de 10 kHz, avec une 
amplitude de 5m7. 

Les resultats sont .resumes dans le Tableau 2 cl*apres. 



10 TABLEAU 2 





plaquetce 


concentration 


C 


(nF) 


Co - C 


R 


(Ohm} 


Ro - R 




greffee 


en Ig£ 


































Anti-IgE 


0 ng 


Co 


- 72,45 




Ro 


= 24,60 








1 ng 




71,57 


0,88 




21,60 


3,00 


30 






















100 ng 


71,20 


1,25 


20,27 


4,33 


35 


Albunlne 


0 ng 


Co 


- 70,33 




Ro 


- 16,04 






(reference) 


I ng 


70,13 


0,20 


15,92 


+ 0,12 


40 




100 ng 


69.86 


0,47 


16,13 


- 0,09 
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KEVENDICATIONS 

1. Precede de detection d'une substance bi logique dans un milieu 
liquid conducteur de I'^lectricit^ susceptible de la contenir, caracterls6 
par le fait que I'on met en contact, dans une cellule de mesure, ledlt tnllleu 
liquide (5, 14, 24) avec une plaque porte-reactif (4, 11, 18) conq)ortant un 
ligand specif Ique fixe directement sur une face d'une couche mince en nateriau 
isolant (4a, 11a, 18a) dont 1' autre face est flxee sur un support capable de 
condulre I'electricite, que I'on mesure les composantes C et/ou R de 
1' impedance electrique du systeme milieu liquide/ccucte Isolante/support pour 
une tension donnee, et que I'on compare lesdites composantes a celles d'un 
systeme de reference (12,19) analogue au precedent mats exempt de ligand 
specif ique, une fiventuelle diminution de la capacity ou une variation de la 
resistance, par rapport au systeme de reference, signifiaht la presence de 
ladlte substance biologlque dans le milieu liquide £tudl£. 

2. Precede selon la revendlcatlon I, caraetSrtsS par le fait que le 
couple ligand-substance biologlque est choisl parml les couples 
antlcorps-antigene, haptene-anticorps , ADK^-ADN, ADN^-ARN, poly dT-ABN 
eucaryote, enzyme-substrat, enzyme-lnhibiteur d' enzyme, lectine-glycoconjugu6 , 
marqueur de cellules (ou de microorganismes) -cellules (ou mlcroorganismes) , 
HcG-recepteur tissulaire et Tj-TBG, et tout couple du type recepteur 
biologlque- (ligand correspondant ou agoniste ou antagonlste) . 

3. Procede selon I'une quelconque des revendicatlons precedentes, 
caracterise par le fait que, pour augmenter la senslbillte de la detection 
dans le cas ou ladlte substance biologlque comporte plusieurs sites 
d'af finite, apres avoir mis en contact le liquide etudie avec la plaque 
porte-rdactlf , on ajoute audit liquide un second ligand, et que I'on effectue 
ensulte la mesure de la capadte et/ou de la resistance du systeme obtenu. 

4. ProcSdg selon la revendlcatlon 3, caracterise par le fait que 
ledlt second ligand est flat^ sur une macromolecule telle qu'une prot^lne ou 
sur de petites partlcules Indivlduelles capables de se maintenlr en suspension 
dans ledit milieu liquide. 

5. Procede selon I'une quelconque des revendicatlons prficidentes, 
caracterise par le fait que ledlt milieu liquide conducteur est une solution 
tampon ayant un pH pouvant aller de 2 a 11. 

35 6« Procede seion I'une quelconque des revendicatlons pr^cldentes, 

caracterise par le fait que, pour mesurer les composantes de 1' impedance 
Electrique, on met une electrode inattaquable (7, 17, 21) en contact avec 
ledlt liquid , on etabllt une tension alternative entre ladlte electrode et 
ledlt support conducteur et on determine les composantes R et/ou C selon les 
mfithodes usuelles, pour une tension donnSe. 

JT/AA - BR. 74785 
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7. Plaque p rte-rfeactlf destinee a la mise en oeuvre du precede tel 
que deflnl dans l*une quelconque des revendlcatlons precedentes, caracterlsee 
par le fait qu'elle comporte un support (4, 11, 12, 18, 19) en materiau 
capable de conduire l*electrlclte recouvert sur une de ses faces par une 
couche mince isolante (4a, 18a) sur laquelle est fixe directement un ligand 
pour une substance biologique. 

8* Plaque porte-reactif selon la revendication 7, caracterisee par 
le fait que ledit support est en metal et que ladite couche isolante est une 
couche d'oxyde de ce metal* 

9. Plaque porte-reactif selon la revendication 8, caracterisee par 
le fait que ledit metal est 1' aluminium ou le t ant ale. 

10. Plaque porte-reactif selon la revendication 7, caracterisee par 
le fait que ledit support est constitue par un materiau semi-conducteur et 
qu^il comporte, sur la face opposee a la face recouvert e de materiau isolant, 
une couche metallique destinee a assurer un contact ohmique. 

11. Plaque porte-reactif selon la revendication 10, caracterisee par 
le fait que ledit semi-conducteur est le silicium et que la couche isolante 
est une couche de silice pu de nitrure de silicium. 

12. Plaque porte-reactif selon I'une quelconque des revendications 7 
a 11, caracterisee par le fait que ledit ligand est fixe sur la couche 
isolante par adsorption. 

13. Plaque porte-reactif selon l*une quelconque des revendications 7 
a 11, caracterisee par le fait que ledit ligand est greffe sur la couche 
isolante par covalence. 

14. Cuve de mesure destinee a mettre en oeuvre le precede de l*une 
quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee par le fait qu'elle comprend 
une enceinte comportant un espace interne (14, 20) pour I'echantillon liqulde, 
un receptacle pour une plaque porte-reactif amovible (4, 11, 18), permettant 
de mettre en communication la face interne, portent la couche isolante munie 
du ligand, de ladite plaque, avec I'int^rieur de 1* enceinte, et dventuellement 
un second receptacle pour une plaque de reference sans ligand specif ique, des 
moyens pour assurer l*etancheite entre 1* enceinte et lesdites plaques, une 
electrode susceptible d'etre en contact avec ledit echantillon liquide, et des 
moyens pour assurer des contacts €lectriques exterieurs pour 1* electrode et 
pour la face exteme des plaques. 
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